
第 18卷第 3期 上 海 海 洋 大 学 学 报 Vol.18, No.3

2009年 5月 JOURNALOFSHANGHAIFISHERIESUNIVERSITY May, 2009

文章编号:1674 -5566( 2009) 03-0257 -06

副溶血弧菌耐热直接溶血毒素基因的
克隆及原核表达

收稿日期:2008-10-08

基金项目:上海市科技兴农重点攻关项目 (沪农科攻字 2006第 10-5号 )

作者简介:丁　莹 ( 1984-) ,女,上海市人,硕士研究生,专业方向为食品生物技术。 E-mail:dingying-ly@ 163.com

通讯作者:潘迎捷, E-mail:yjpan@shou.edu.cn

丁　莹
1

, 潘迎捷
1

, 赵　勇
1

, 孙晓红
1

, 金维荣
2

, 徐晓晶
2

, 秦红友
2

( 1.上海海洋大学食品学院,上海　201306;

2.上海生物芯片有限公司,上海　201203)

摘　要:根据 GenBank上已有的副溶血弧菌耐热直接溶血毒素的基因序列, 设计并人工合成引物。将耐热直

接溶血毒素的基因全长克隆到大肠杆菌表达载体 pGEX-4T-1上, 构建重组表达载体 tdhA/pGEX-4T-1和

tdhS/pGEX-4T-1, 转化大肠杆菌 BL21(DE3), 得到表达的工程菌株。优化诱导表达条件, 表达耐热直接溶血

毒素。转化有重组质粒 tdhA/pGEX-4T-1, tdhS/pGEX-4T-1的 BL21可稳定高效地表达可溶形式的目的蛋白。

表达产物用聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定,用 GST琼脂糖珠柱亲和层析纯化。溶血实验表明, 表达的蛋白具有溶

血活性。
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Abstract:AccordingtothegenesequenceofthermostabledirecthemolysininGenBank, thermostabledirect

hemolysingenewassubclonedintoanEscheriacoliexpressionvectorpGEX-4T-1.Recombinedplasmids

tdhA/pGEX-4T-1, tdhS/pGEX-4T-1 werethentransformedintoEscheriacoliBL21 (DE3).Therecombinant

plasmidtdhA/pGEX-4T-1 andtdhS/pGEX-4T-1 hadstableandefficientexpressioninBL21, thehighpure

fusedproteincouldbeobtainedbyusingaffinitychromatographymethod.Theresultofhemolytictestshowed

thattheproteinhadhemolyticactivity.
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　　副溶血弧菌 ( Vibrioparahaemolyticus, Vp)是一种嗜盐性细菌,属弧菌科 、弧菌属 。存在于近海岸的

海水和鱼类 、贝类中, 是一种重要的食源性致病菌, 具有致病性的菌株可引起食物中毒或腹泻 、反应性关



节炎等
[ 1-5]

。由该菌引起的食物中毒案例在世界各地均有报道
[ 6]

。目前研究认为副溶血性弧菌的主要

致病因子是其产生的多种溶血毒素, 主要有耐热直接溶血毒素 ( thermostabledirecthemolysin, TDH), 不

耐热溶血毒素 (thermolabilehemolysin, TLH)和相对耐热直接溶血毒素 ( TDH-relatedhemolysin, TRH)。

大多数具有致病能力的副溶血性弧菌 ( 99%来源于临床和约 1%来源于海水 ) 菌株都可产生神奈川现

象,因此 TDH被认为是该菌的主要毒力因子
[ 7]

。 TDH阳性株含有 2个 tdh基因, 即 tdhA和 tdhS,两者编

码的 TDH仅 7个氨基酸不同,而其溶血活性相同,抗原性有交叉, 不能区分, 但大于 90%的 TDH阳性株

中 tdhA基因具有表达优势 。本研究采用聚合酶链反应 ( PCR)技术扩增 tdhA、tdhS基因全长, 克隆至融

合表达载体 pGEX-4T-1上 。实现 tdhA、tdhS基因在原核细胞中的可溶性 、融合性表达, 为制备抗 TDH

的多克隆和 /或单克隆抗体打下基础 。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株与质粒

副溶血弧菌 ( VibrioparahaemolyticusATCC33846, VibrioparahaemolyticusATCC33847)购自中国科

学院微生物研究所。 TG1菌株 、BL21菌株及表达质粒 pGEX-4T-1由上海华冠生物有限公司提供 。

1.1.2　主要试剂

限制性内切酶 BamHI和 EcoRI、T4DNA连接酶 、Taq酶 、dNTPs、pyrobest酶 、异丙基 -β -D-硫代半乳糖

苷 ( Isopropyβ-D-1-Thiogalactopyranoside, IPTG)购自 TaKaRa公司, 其它试剂为国产分析纯试剂。

1.2　副溶血弧菌基因组

DNA提取,载体和目的基因片段的酶切 、回收 、连接转化及阳性克隆的筛选鉴定均参照分子克隆和

试剂盒说明的方法进行。

1.3　引物设计与合成
表 1　扩增 tdh基因的 PCR引物序列

Tab.1　SequenceofPCRprimersforspecific

amplificationofthetdhgene

名称 引物序列 ( 5′to3′)

tdhS-Fw CGCGGATCCATGAAACACCAATATTTTGC

tdhS-Rv CCGGAATTCTTATTGTTGATGTTTACATTC

tdhA-Fw CGCGGATCCATGAAGTACCGATATTTTGC

tdhA-Rv CCGGAATTCTTATTGTTGATGTTTACATTC

　　根据 GenBank公布的副溶血弧菌 tdhA( gi 

28899855:1391810 -1392679) 、tdhS( gi 28899855:

1450728 -1451497)基因设计两对特异性的引物 。

　　序列 ( 5′to3′) 5′端分别包含 BamHI和 EcoRI两

个限制性内切酶酶切位点 。引物由上海生工生物工

程有限公司合成 。

1.4　目的基因全长获得

以副溶血弧菌基因组 DNA为模板, 以引物

tdhS-Rv和 tdhS-Fw扩增 tdhS基因, 以引物 tdhA-Rv

和 tdhA-Fw扩增 tdhA基因 。反应体积为 25 μL,引物各 600 nmol/L, dNTPs各 50 μmol/L, 模板 50 ng,

95 ℃预变性5 min, 然后按 95 ℃ 50 s、54 ℃ 30 s、72 ℃ 45 s循环 35次,最后在 72 ℃延伸至 10 min,结束

PCR后, 产物行 2%琼脂糖凝胶电泳并在紫外灯下快速挖取目的片段, 割胶后按 QIAquickGel

ExtreactionKit说明书操作回收,得到目的基因
[ 8]

。

1.5　重组质粒的构建

用低熔点琼脂糖法将 PCR产物回收纯化, 经 BamHI和 EcoRI两个限制性内切酶双酶切。同时用相

同的内切酶对表达质粒 pGEX-4T-1酶切 。得到酶切片段并与表达载体连接 、转化 、质粒提取, 再进行双

酶切分析和 PCR鉴定及测序
[ 9]

。

1.6　重组质粒 tdhS/pGEX-4T-1, tdhA/pGEX-4T-1的测序

由上海华冠生物有限公司完成测序工作。
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1.7　序列同源性分析

将测序结果与 GenBank数据库进行 blast同源性分析比较,并推导出其编码的氨基酸序列。

1.8　重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达

1.8.1　诱导条件的优化

( 1)最适 IPTG浓度的确定:在重组菌株生长至 OD600为 1.0时, 分别向 5个摇瓶中添加不同浓度的

IPTG,使其终浓度为 0、0.05 mmol/L、0.1 mmol/L、0.3 mmol/L、0.5 mmol/L, 37 ℃诱导 5 h,作全菌 SDS-

PAGE电泳
[ 10-11]

;( 2)菌株最佳诱导起始生长量的确定:工程菌分别培养至 OD600值为 0.1、0.3、0.5和

1.0时,向培养基中添加最佳浓度的 IPTG进行诱导;( 3)最佳诱导温度的确定:向处于最佳诱导起始生

长量的摇瓶中添加最适浓度的 IPTG, 分别在 15 ℃、20 ℃、25 ℃、30 ℃和 37 ℃继续诱导 5 h, 作全菌

SDS-PAGE电泳;( 4)最佳诱导时间的确定:向处于最佳诱导起始生长量的摇瓶中添加最适浓度的

IPTG,分别诱导 1 h、2 h、3 h、4 h和 5 h,作全菌 SDS-PAGE电泳;( 5)最适诱导转速的确定:向处于最佳

诱导起始生长量的摇瓶中添加最适浓度的 IPTG, 分别在转速为 150 r/min、180 r/min和 250 r/min, 37 ℃

继续诱导 5 h,作全菌 SDS-PAGE电泳。

1.8.2　表达产物的纯化

将培养液以 6 000 g离心 10 min,收集菌体, 按 10倍体积的量加入 PBS缓冲液重悬沉淀, 加入溶菌

酶,冰上放置 30 min后,超声破菌 (工作 15 s, 间隙 15 s, 共 15次,功率 400 W)。将超声裂解液 4 ℃下

15 000 g离心 30 min,收集上清液;上清液过 GSTSephrose4B凝胶柱,收集含 TDH的洗脱物,浓缩脱盐。

1.9　表达蛋白的溶血活性测定

分别取诱导前与诱导后的 BL21, tdhS/pGEX-4T-1, tdhA/pGEX-4T-1, 和 VpATCC33847过夜培养

液 10 μL于兔血琼脂平板上,待菌液吸干后倒置平板于 37 ℃温箱过夜培养 。观察菌落周围是否有溶血

现象
[ 12]

。

1.10　Western-blot印迹法检测表达蛋白

将 SDS-PAGE电泳凝胶上的蛋白质电转移到硝酸纤维素滤膜上,将电转移后的膜置于一平皿中, 向

其中加入约 10 mL封闭液, 室温振荡 2 h, 倒掉平皿中的封闭液,用 TBS洗涤硝酸纤维素滤膜, 用兔抗鼠

GST单克隆抗体作为一抗进行 Western-blot鉴定,最后在溶液中显色
[ 13]

。

2　结果

图 1　PCR扩增获得 tdhS、tdhA基因全长

Fig.1　tdhS, tdhAgeneamplifiedbyPCRwascharacterized

byagroseelectrophoresis

2.1　耐热直接溶血毒素基因的克隆

2.1.1　PCR扩增 tdhS、tdhA基因全长

tdhS、tdhA基因全长的 PCR产物经 2%琼脂糖

凝胶电泳,结果表明大小与预期的 570 bp相符 。

2.1.2　序列分析

运用 AlignX和 ClustalW进行序列分析, 证实副

溶血弧菌的 tdhA、tdhS基因有一个长度为 570 bp的

开放阅读框,全序列包含启动子和终止密码子, 编码

189个氨基酸,分子量为 23 ku。获得的 tdhS基因测

序结果与 GenBank中的副溶血弧菌 tdhS基因序列

( gi 28899855:1450728 -1451497)具有 100%的同

源性。获得的 tdhA基因测序结果与 GenBank中的

副溶血弧菌 tdhA基因序列 ( gi 28899855:1391810 -

1392679)具有 98.95%的同源性。在第 57位 ( A-G) ,第 78、79、80位 ( GCT-TTA) ,第 97、98位 ( CC-TA)

2593期　　　　　　　　　　　丁　莹, 等:副溶血弧菌耐热直接溶血毒素基因的克隆及原核表达



有碱基差别,但它们所编码的蛋白质序列是相同的 。

2.1.3　tdhS/pGEX-4T-1, tdhA/pGEX-4T-1表达载体的构建及鉴定

分别对 tdhS/pGEX-4T-1, tdhA/pGEX-4T-1重组质粒和载体 pGEX-4T-1进行 BamHI和 EcoRI双酶

切 。按比例进行连接反应,连接产物转化 Ca法制备的 BL21感受态。提取转化菌质粒进行双酶切及

PCR鉴定,琼脂糖凝胶电泳结果显示, 重组质粒是由 pGEX-4T-1、tdhS和 tdhA所组成。

2.2　耐热直接溶血毒素的蛋白表达

2.2.1　最适 IPTG浓度的确定

重组菌株生长至 OD600为 1.0时, 分别向 5个摇瓶中添加不同浓度的 IPTG, 37 ℃诱导 5 h,目的蛋白

的表达量随着 IPTG终浓度的不同而改变, 当 IPTG浓度为 0.1 mmol/L时为最高。

2.2.2　菌株最佳诱导起始生长量的确定

重组菌株分别生长至 OD600值约为 0.1, 0.3, 0.5, 1.0时,用 0.1 mmol/LIPTG进行诱导。在重组菌

生长至 OD600为 0.3时诱导获得的目的蛋白占总蛋白的比值最大,随后目的蛋白的产量随 OD600值的增

加而降低。这说明,菌体出于不同生长时期时,自身活力具有较大差异, 所以目的蛋白的表达量也受到

一定的影响 。

2.2.3　最佳诱导温度的确定

在重组菌株生长至 OD600为 0.3时诱导, IPTG浓度为 0.1 mmol/L, 分别在 10 ℃, 15 ℃, 20 ℃, 30

℃, 37 ℃继续诱导 5 h。 37 ℃时 TDHS诱导表达量虽大,但是融合蛋白表达的量较 20 ℃时低 。实验结

果显示重组菌株在 20 ℃时, 诱导融合蛋白表达的量最大。

2.2.4　最佳诱导时间的确定

向处于最佳诱导起始生长量的摇瓶中添加最适浓度的 IPTG,于诱导后 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h各取出

一瓶作全菌 SDS-PAGE电泳。通过正交实验比较得出重组菌在 20 ℃, 诱导 4 h时, 诱导表达融合蛋白

的量最大。

2.2.5　最适诱导转速的确定

向处于最佳诱导起始生长量的摇瓶中添加最适浓度的 IPTG,分别在转速为 150 r/min, 180 r/min,

250 r/min, 37 ℃继续诱导 5 h。通过正交实验比较得出重组菌在 20 ℃, 180 r/min时,诱导表达融合蛋

白的量最大 。

图 2　纯化产物的 SDS-PAGE电泳分析

Fig.2　SDS-PAGEanalysisofthepurifiedprotein

1:总蛋白;2:蛋白 marker;4-6:纯化蛋白

2.3　蛋白的纯化

按前述 1.8.2的方法对诱导产物进行纯化 。将

收集的部分样品进行 SDS-PAGE电泳分析。实验结

果表明, tdhS, tdhA经诱导表达后有一明显的 49 ku

左右的新生蛋白带, 与预计的融合蛋白大小基本一

致 ( GST带 26 ku, tdhA, tdhS带 23 ku)。纯化的融合

蛋白里含少量的 GST带, 尝试过梯度洗脱的办法,

仍无法将其彻底清除 。目的蛋白带下有细微杂带,

系在实验过程中目的蛋白的降解。

2.4　表达蛋白的溶血活性

诱导前的 BL21, tdhS/pGEX-4T-1, tdhA/pGEX-

4T-1无溶血环, 诱导后的 tdhS/pGEX-4T-1, tdhA/

pGEX-4T-1,和 VpATCC33847菌落周围均有一透明的溶血环,表明表达蛋白具有溶血活性。

2.5　Western-bolt结果

将纯化的融合蛋白电泳后转膜, 用兔抗鼠 GST单克隆抗体作为一抗进行 Westernblot鉴定。结果

在 49 ku, 26 ku处检测出条带,分别为重组的 TDH蛋白和 GST蛋白 。
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图 3　溶血实验

Fig.3　Hemolytictestonrabbitbloodagar

图 4　重组蛋白的 Western-blot分析

Fig.4　Western-blotanalysisofrecombinationproteins

M:Marker;1, 2:GST表达蛋白;

3:TDH-A表达蛋白;4:TDH-S表达蛋白

3　讨论

副溶血性弧菌广泛生存在近岸海水和鱼贝类食物中,海产鱼虾的带菌率平均为 45%～ 48%, 夏季高

达 90%。副溶血性弧菌食物中毒占细菌性食物中毒的第三位, 有的沿海城市可占第一位
[ 14]

。目前研

究认为副溶血性弧菌产生的耐热性溶血毒素 ( TDH)是重要的致病因子 。

1985年 Nishibuchi等
[ 15]
克隆了相应基因,对 tdh基因进行了核苷酸序列的测定。发现 TDH由两条

相同的氨基酸链组成,每条氨基酸由 567个碱基编码成 189个氨基酸,其开放阅读框长为 570 bp。其中

前 24个氨基酸为信号肽,后 165个氨基酸为功能区。

本研究构建的 tdh基因原核表达系统所表达的蛋白为单链, 分子量为同源二聚体的一半, SDS-

PAGE分析证实表达蛋白的 Mr值与预期的结果 23 000一致。为了后续实验制备多 /单克隆抗体,使表

达的蛋白呈可溶性形式存在,在构建的原核表达系统中,包含了翻译成信号肽的编码区。信号肽可引导

前提蛋白跨细胞膜输出,使表达蛋白主要以可溶性形式存在于细胞周质腔中。此种形式存在的蛋白易

于分离纯化,且无需变性复性, 使表达产物的生物学活性得以保持 。

为使表达的蛋白更好地进行可溶性表达, 需要对诱导表达条件进行更为精细的研究及优化。本文

深入研究了 IPTG诱导剂的浓度 、诱导起始生长量 、诱导温度 、诱导时间等对 TDH表达量的影响,从中寻

找最适合 tdhA/pGEX-4T-1, tdhS/pGEX-4T-1的表达条件 。结果表明,在优化的诱导表达条件下, TDHS

呈可溶性高效表达。在实验中,纯化后的目的蛋白带下有细微杂带, 系在实验过程中目的蛋白的降解。

因破碎细胞提取蛋白质的同时会释放出蛋白酶,这些蛋白酶极易使蛋白质降解。因此在蛋白质提取过

程中, 可加入蛋白酶抑制剂以防止蛋白水解。

在抗体制备过程中,影响抗血清特异性的重要因素是抗原的质量。为提高抗原质量, 本实验选用了

高效的大肠杆菌表达载体 pGEX-4T-1作为克隆表达载体。该表达载体的前端带有 GST-Tag多肽系列

标签, 利用该标签可以增加融合蛋白的可溶性表达,因为可将直接进行纯化后的蛋白作为免疫的抗原。

用本实验制备的 TDHS蛋白制备的多克隆抗体可以特异性地识别纯化的 TDHS蛋白,也可识别副溶血

弧菌天然分泌的 TDHS蛋白,说明我们制备的针对副溶血弧菌的 TDHS多克隆抗体具有良好的免疫学

活性, 能够满足针对副溶血弧菌的耐热直接溶血毒素的免疫印迹及 ELISA等检测的实验要求, 为后续

深入研究耐热直接溶血毒素的蛋白功能, 抗副溶血弧菌的单克隆抗体, 建立免疫学检测方法和副溶血弧

菌的保护性疫苗等研究奠定了良好的物质基础 。
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